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Kullanim Amaci

QuantiFERON izleme testi (QFM), heparinli tam kanin inkiibasyonunun
ardindan, plazmadaki interferon gammanin (IFN-y) enzime bagl immuno-
sorbent testi (ELISA) ile dlgulmesi yoluyla, hicre dolayimli bagisiklik islevinin
dogustan gelen ve uyuma dayali yanit uyaricilariyla tespit edilmesine yonelik
bir in vitro diyagnostik testtir. Bu test, bagisikhgi baskilanmis solid organ nakili
populasyonunda hucre dolayimli bagigiklik yanitini tespit etmede kullanilir.

QFM risk degerlendirmesi ve diger tibbi ve tanisal degerlendirmeler ile
baglantili olarak kullaniimaya yoneliktir.

Test Ozeti ve Agiklamasi

Bagisiklhik yetmezIigi, bagisiklik yanitini etkili bigimde sunma yetisinde azalma
olmasi ile karakterizedir. Bu yanit eksikligi ya da yoklugu, birincil ya da edinil-
mis (ikincil) bagisiklik yetmezliginden ileri gelebilir (1).

Birincil bagisiklik yetmezlikleri genetik olarak kalitsaldir ve uyuma dayali ya

da dogustan gelen bagisiklik sisteminin belirli bilesenlerinin eksiklikleri ile
karakterizedir (1). Bununla birlikte, cogu bagisikhik yetmezligi edinilmis (ikincil)
olur ve patojenik ajanlar, ilaglar (organ nakli sonrasinda bagisiklik baskilayici
tedavi gibi), hastalik durumlari (6rn. I16semi ve lenfoma gibi kanser turleri) veya
cevredeki kirletici maddeler ile induklenebilir (1).

Bagisiklik yetmezliginin molekuler temeli gesitlilik gosterir; bununla birlikte,
hucre dolayimli bagisiklik, gdozlemlenen klinik gorinumlerin gogunun
induklenmesinde Kkilit rol oynar. Mevcut durumda, bagigiklik yetmezliginin
tanisi ve tedavisi ona neden olan ajana baglidir (2, 3).

Ornegin, ihtiyaca gore tedavi, solid organ nakli (SON'ler) gegiren ve bagisiklk
sistemlerinin baskilanmasi igin ilag almakta olan hastalarin hucre bagisiklik
yetmezligi durumunu izlemede norm niteligindedir. Hastanin bagisiklik
yetmezliginin durumu genellikle farmakolojik ilag seviyelerinin ve greft islevinin
klinik/patolojik degisiminin izlenmesi yoluyla ol¢ullr (2, 3).

Fitohemagglutinin (PHA), sekerci boyasi mitojeni ve konkanavalin A (ConA)
gibi mitojenlere olan hucre dolayimh bagigikligi 6lgmek igin bir dizi T hucresi
islevi testi kullanilir; 6te yandan, bu testler yalnizca T hucrelerinin islevsel
yetisini dlger ve bunlar hiicre dolayimli bagisiklikta rol oynayan hicrelerin bir
alt kimesidir. Dogustan gelen mekanizmalarin, konagin savunmasina, ya tek
basina etki gostererek ya da belirli T hlcresi yanitlarini artirarak buyuk katkida
bulundugu gitgide bariz hale gelmistir. Bu nedenle, dogustan gelen (dogal
oldartcl [NK] hacre) ve uyuma dayall (T hicresi) bagisiklik hicrelerinin
islevsel yanitlar birlikte, hicre dolayiml bagisikhiga dair daha kapsamli bir
analiz olusturmaktadir (2, 3).

QFM gerek dogustan gelen, gerekse uyuma dayali bagisiklik sistemlerinde rol
oynayan farkli tirlerdeki hiicreleri 6zel olarak uyaran uyaricilarin (LyoSphere™
peleti biciminde) bilesiminin kullanildigi bir in vitro diyagnostik testtir. Bir
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hastanin islevsel bagisiklik durumu, dogustan gelen ya da uyuma dayali
bagisiklik sisteminin, sirasiyla Toll Benzeri Reseptor (TLR) ve T hicresi
reseptoru (TCR) agonistleri ile uyariimasina verilen yanitin dlgulmesi ile
degerlendirilir. Interferon-gammanin (IFN-y) ELISA ile tespit edilmesi,
hicre dolayimli bagisiklik islevine dair gerek niceliksel, gerekse niteliksel
bir dlgum saglar.

Test prensipleri

QFM testinde, heparinli tam kana eklenen liyofilize uyaricilar (QFM
LyoSpheres™) kullanilir. Tlpler icinde 16 ila 24 saatte meydana gelen kanin
inkibasyonundan sonra plazma toplanir ve uyaricilara yanit olarak uretilen
IFN-y varligi agisindan test edilir.

QFM testi asamalar halinde gerceklestirilir. Oncelikle, tam kan QFM Kan Alma
Tapu icine toplanir. Ardindan, QFM LyoSphere tipe eklenir; daha sonra tip
muUmkun olan en kisa surede ve alindiktan sonra 8 saat icinde 37°C'de inkube
edilir. 16 ila 24 saatlik inkibasyon suresinin ardindan, tupler santriftjlenir,
plazma alinir, IFN-y (ml basina Uluslararasi birim olarak bildirilir; [lU/ml) miktar
ELISA ile dl¢ulur ve hastanin bagigiklik yanitini karakterize etmek tzere
beklenen veriler yelpazesi ile karsilagtirilir.

QFM bagisiklik iglevine dair hem niceliksel, hem de niteliksel dlgim saglayan
bir testtir. QFM sonugclari bagisiklik baskilama duzeyini dogrudan
niceliklendirmeyehbilir.

Plazma orneklerindeki IFN-y miktari, bireylerin bagisiklik baskilanma orani orta
duzeyde oldugunda bile, gogu ELISA okuyucusunun Ust sinirlarinin tzerinde
olabilir. Plazma o6rneklerinin Yesil Seyreltici icinde, 10'da 1 ve/veya 100'de 1
oranlarinda seyreltiimesi ve seyreltimemis plazma ile ELISA'da birlikte test
edilmesi tavsiye edilir.

Not: QFM testinin esigi, hastanin bagisiklik baskilanma duzeyine ve bireydeki
nakil ayarlarina gore degiskenlik sergileyebilir.

QFM sonuglarinin nasil yorumlandigina dair genel bilgi icin bu ambalaj
prospektisundn “Sonuglarin yorumlanmasi”, sayfa 22 bolimine bakin.

Testi gerceklestirmek icin gereken sure

QFM testini gerceklestirmek icin gereken sure asagida hesaplanmistir.
Gruplandiriimis birden gok 6rnegin test suresi de gosterilmistir.

Kan tuplerinin 37°C'de inklibasyonu: 16 ila 24 saat

ELISA: Bir ELISA plaka i¢in yaklasik olarak 3 saat
(en fazla 88 ornek)

< 1 saat isgilik
Her bir ekstra plaka icin 10 ila 15 dakika eklenmelidir
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Bilesenler ve Saklama

QuantiFERON Monitor LyoSpheres

Katalog no. 0650-0701
Prep sayisi 10
QuantiFERON Monitor LyoSpheres 10 sise
QuantiFERON Monitor LyoSpheres Prospektiisi 1

QuantiFERON Monitor Kan Alma Tupleri

Katalog no. 0650-0101
Prep sayisi 100
QuantiFERON Monitor Kan Alma Tupleri (beyaz kapakgik, 100 tap
beyaz halka)

QuantiFERON Monitor Kan Alma Tiipleri Prospektiisti 1
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QuantiFERON Monitor 2 Plakali ELISA Kiti bilesenleri 2 Plakali
ELISA Kiti

Katalog no. 0650-0201

Microplate Strips,12 x 8 wells 2 set

(Mikroplaka Stripleri, 12 x 8 kuyulu) 12 x 8 kuyulu

(murin anti-human IFN-y monoklonal antikoru kapli) Mikroplaka

Stripleri

IFN-y Standard, lyophilized 1 x gise

(IFN-y Standard, liyofilize) (¢cozuldugunde

(rekombinant insan IFN-y, bovin kazein, %0,01 w/v 8 1U/ml)

Thimerosal igerir)

Green Diluent (Yesil Seyreltici) 1 x 30 ml sige

(bovin kazein, normal fare serumu, %0,01 w/v Thimerosal

icerir)

Conjugate 100x Concentrate, lyophilized ¢ozuldugunde

(Konjugat 100x Konsantre, liyofilize) 1x0,3ml

(murin anti-human IFN-y HRP, %0,01 w/v Thimerosal igerir)

Wash Buffer 20x Concentrate 1 %100 ml

(Yikama Tamponu 20x Konsantre)

(pH 7,2, %0,05 v/v ProClin® 300 igerir)

Enzyme Substrate Solution 1 x 30 mi

(Enzim Substrat Sollsyonu)

(H202, 3,3, 5,5’ Tetrametilbenzidin igerir)

Enzyme Stopping Solution 1 %15 ml

(Enzim Durdurma Sollsyonu)

(0,5 M H2SO4q4 igerir)*

QuantiFERON Monitor ELISA Prospekttisi 1

*  Sllfurik asit igerir. Onlemler igin bkz. sayfa 11.
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Gerekli olan ancak saglanmayan malzemeler
37°C inkubator; CO2 gerekmez
Kalibre edilmis, degisken hacimli pipetler*

50 ulila 100 pl uygulama kapasiteli, kalibre edilmis ¢ok kanalli pipetlert
ve tek kullanimlik uclari
Mikroplaka galkalayicit

2 litre deiyonize veya damitiimis su
Mikroplaka yikayici (otomatik yikayici tavsiye edilir)

450 nm filtreli ve 620 nm ila 650 nm referans filtreli mikroplaka
okuyucut

Adimli silindir (6lgme silindiri)
Dusuk havli, emici havlular

Saklama ve kullanma
Kan alma tupleri

QFM Kan Alma Tuplerini 4 ila 25°C'de saklayin. QFM Kan Alma Tupleri kani
doldurma ve karistirma sirasinda 17-25°C sicakliginda olmalidir.

LyoSpheres
QFM LyoSpheres'i 2 ila 8°C'de saklayin.

ELISA Kiti Reaktifleri
ELISA kit reaktiflerini 2 ila 8°C'de saklayin.
Enzim Substrat Solisyonunu daima dogrudan gunes i1sigindan koruyun.

Yeniden hazirlanmig ve kullaniimamis ELISA reaktifler

ELISA reaktiflerinin yeniden hazirlanmasina yonelik talimatlar igin
bkz. “2. Asama — IFN-y ELISA”, sayfa 16.

Yeniden hazirlanan kit standardi, 2 ila 8°C'de saklandigi takdirde 3 aya
kadar muhafaza edilebilir.

Kit standardinin yeniden hazirlandigi tarihi kaydedin.

Yeniden hazirlandiginda, kullanilmamig Konjugat 100x Konsantresi
2 ila 8°C'de saklanmaya devam edilmeli ve 3 ay i¢inde kullaniimalidir.

Konjugatin yeniden hazirlandigi tarihi kaydedin.

* Cihazlarin Ureticinin dnerilerine gbre kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Kullanima hazir konjugat, hazirlanmasindan itibaren 6 saat icinde
kullaniimalidir (bkz. Tablo 1).

Kullanima hazir Yikama Tamponu oda sicakhdinda (22 + 5°C)

2 haftaya kadar saklanabilir.

Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amach kullanim igin

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar onlugu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gozluk kullanin. Daha fazla bilgi i¢in lUtfen Grtn
saglayicisindan edinebileceginiz, uygun guvenlik veri sayfalarina (SDSs)
basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN Kkiti ve kit bilegsenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goruntuleyebileceginiz ve yazdirabileceginiz
www.giagen.com/safety adresinde ¢evrimigi olarak uygun ve kompakt PDF
biciminde mevcuttur.

Uyarilar

QFM bagdisiklik islevine dair hem niceliksel, hem de niteliksel dlgim
saglayan bir testtir. QFM sonuglari bagdisiklik baskilama dizeyini
dogrudan niceliklendirmeyebilir.

QFM testinin sonuglari, bir hastanin bagisikhk durumu tespit edilirken,
klinik gorinum, tibbi 6yku ve diger klinik gostergeler ile birlikte
kullaniimahidir.

QFM testinin esigi, hastanin bagisiklik baskilanma duzeyine ve
bireydeki nakil ayarlarina gore degiskenlik sergileyebilir.
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Onlemler

Sadece in vitro tani amacl kullanim igindir.

enfeksiydz olarak degerlendirin. ilgili kan ve kan iiriinii
kullanimi yonergelerine uyun. Kan veya kan uriinleri ile temas
eden ornekleri ve materyalleri federal, ulusal ve yerel
diizenlemelere uygun sekilde imha edin.

c DIKKAT: insan kanini ve plazmasini kullanirken potansiyel

Asagidaki tehlikeler ve onleyici bildirimler QuantiFERON Monitor ELISA
bilesenleri icin gecerlidir.

Tehlike Bildirimleri

QuantiFERON Enzyme Stopping Solution
-2, (QuantiFERON Enzim Durdurma Soliisyonu)

icerik: silfiirik asit. Uyari! Metalleri agindirabilir. Cilt tahrisine yol agar.
Ciddi g6z tahrigine yol agar. Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/g6z
koruyucu/yuz koruyucu kullanin.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution
(QuantiFERON Enzim Substrat Soliisyonu)

Uyarl! Hafif cilt tahrigine yol agar. Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/goz
koruyucu/yuz koruyucu kullanin.

QuantiFERON Green Diluent
(QuantiFERON Yesil Seyreltici)

icerir: trisodium 5-hydroxy-1-(4-sulphophenyl)-4-(4-sulphophenylazo)
pyrazole-3-carboxylate. Igerik: tartrazin. Uyari! Alerjik cilt reaksiyonlarina
yol agar. Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/géz koruyucu/ylz koruyucu
kullanin.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate
(QuantiFERON Yikama Tamponu 20x Konsantre)

icerir: Mixture of 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-Methyl-2H
-isothiazol-3-one (3:1). Sucul ortamda uzun sure kalici, zararl etki.
Cevreye verilmesinden kaginin.
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Daha fazla bilgi
Guvenlik Veri Sayfalari: www.giagen.com/safety

QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA Prospektiisiinden farkli islemler,
hatali sonuclara yol acabilir. Latfen kullanmadan dnce talimatlari
dikkatlice okuyun.

Onemli: Flakonlari kullanmadan 6énce inceleyin. Conjugate, IFN-y
Standard veya QFM LyoSphere flakonlarinda hasar belirtileri goraltyor
ya da kauguk muhur bozulmug durumda ise flakonlari kullanmayin. Kirik
flakonlari isleme koymayin. Flakonlari guvenli bigimde bertaraf etmek
icin gtivenlik dnlemlerini alin. Oneri: Metal kivrimli kapak nedeniyle
yaralanma riskini en aza indirmek igin Conjugate, IFN-y Standard veya
QFM LyoSphere flakonlarini agmak tzere flakon kivrim agici kullanin.

Kullanim éncesinde bir reaktif sisesinde hasar veya akma ibaresi
géruluyorsa, ELISA kiti kullanmayin.

Farkli QFM ELISA kit gruplarindan alinan Mikroplaka Striplerini, IFN-y
Standardini, Yesil Seyrelticiyi veya Konjugat 100x Konsantresini
karistirmayin veya kullanmayin. Reaktiflerin son kullanma tarihleri ve
kaydedilen lot ayrintilar i¢cinde kullaniimasi sartiyla, diger reaktifler
(Yikama Tamponu 20x Konsantre, Enzim Substrat Solusyonu ve Enzim
Durdurma Sollsyonu) kitler arasinda degistirilebilir.

Kullanilmamis reaktifleri ve biyolojik érnekleri yerel, ulusal ve gevresel
duzenlemelere uygun sekilde atin.

QFM Kan Alma Tuplerini, QFM LyoSpheres'i veya QFM ELISA'y1 son
kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

Laboratuvar ekipmaninin kullanim igin kalibre edilmis/onaylanmis
oldugundan emin olun.
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Numune Toplama ve Kullanimi

QFM testi yalnizca ya lityum heparin kan alma tupu kullanilarak ya da
dogrudan QFM Kan Alma Tupu igine alinan tam kan kullanilarak gergekles-
tirilmelidir; test basina 1 ml tam kan gereklidir. Kan alma tupleri uygun sekilde
etiketlenmelidir ve kanin alindigi saat Uzerinde belirtiimelidir.

Onemli: Hem QFM kan érneklerinin stimilasyonu (baska bir deyisle 1 ml kan
alikuotuna QFM LyoSphere'in eklenmesi) hem de ardindan 37°C'de inkU-
basyonu kanin alinmasindan sonraki 8 saat icinde gergeklestiriimelidir.

inkiibasyon dncesinde kan drneklerini oda sicakliginda tutun (22 + 5°C).
En iyi sonuglari elde etmek igin asagidaki prosedirler izlenmelidir:

1. Tupleri uygun sekilde etiketleyin.

Her QFM Kan Alma Tapundn, hastanin bilgileri ve kanin alindidi saat ile
uygun sekilde etiketlendiginden emin olun.

2. Her bir kisi igin, venipunktiir ile dogrudan her bir QFM Kan Alma
Tupune 1 ml kan alin. Bu prosediir egitimli bir flebotomist tarafindan
gergeklestirilmelidir.

Onemli not: Kan doldurma sirasinda sicaklik 17—25°C arasinda olmalidir.

QFM Kan Alma Tupleri, deniz seviyesinin Ustiinde en fazla 810 m rakima
kadar kullanilabilir.

1 ml'lik tapler diger tuplere gore kani biraz yavas aldigindan, tip tamamen
doldugunda tupu 2-3 saniye ignenin Uzerinde bekletin. Bu, dogru hacimde
kanin tipe alinmasini saglayacaktir.

QFM Kan Alma Tuapunun yan tarafindaki siyah isaret, 1 ml'lik dolum
hacmini gosterir. QFM Kan Alma Tupleri 1 ml £ %10 kan almak Uzere imal
edilir ve bu aralik dahilinde en iyi performansi sergiler. Herhangi bir tlpteki
kan seviyesi, gosterge c¢izgisinin digindaysa yeni bir kan ornegi elde
edilmelidir.

Kan alimi i¢in “kelebek” igne kullaniliyorsa, kullanilan QFM Kan Alma
Tuplerinden 6nce, hortumun kanla doldugundan emin olmak igin bir
“tahliye” tupu kullaniimahdir.

QFM Kan Alma Tuplerini 810 metreden yuksek bir rakimda kullaniyorsaniz
ya da alinan kan hacmi dugsukse, kullanicilar kani bir siringa kullanarak
alabilir ve QFM Kan Alma Tupune hemen 1 ml kan transfer edebilir.
Guvenlik nedeniyle, bu iglemi yaparken siringa ignesini ¢ikarin, ilgili
guvenlik prosedurlerini uygulayarak, QFM Kan Alma Tupunun kapagini
cikarin ve igine 1 ml kan ekleyin (tlp etiketinin yan tarafindaki siyah
isaretin ortasina kadar). Kapagi sikica kapatin ve asagida anlatildigi

gibi kanigtirin.

Eger turnike kullanirsaniz, kan hacmini etkileyebilecek, basingtaki
degiskenlikleri dnlemek igin, igne vene batirilir batiriimaz turnikeyi
gevsetin.
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Alternatif olarak, kan antikoagulan olarak lityum heparin i¢ceren tek bir
jenerik kan alma tipune alinabilir ve ardindan QFM Kan Alma Tupune
transfer edilebilir. Diger antikoagulanlar testle etkilesime girdiginden
antikoagulan olarak sadece lityum heparin kullanin. Bir kan alma tipunu
doldurun (minimum hacim 3 ml) ve heparini ¢ozmek igin birkag kez ters
cevirerek yavasca karistirin. QFM LyoSphere ile stimulasyon i¢cin QFM
Kan Alma Tuplerine aktarmadan dnce kani oda sicakliginda (22 £ 5°C)
tutun. Kanin dagitiimadan hemen Once yavascga ters gevrilerek iyice
karistirildigindan emin olun. QFM Kan Alma Tupunde 1 ml kan alikuotu
hazirlayin. Hazirlama iglemini aseptik olarak, ilgili givenlik prosedurlerinin
uygulanmasini saglayarak, QFM Kan Alma Tupunun kapagini ¢ikarip 1 ml
kan ekleyerek (tipUn etiketinin yanindaki siyah isarete kadar) gerceklesti-
rin. TUp kapaklarini sikica kapatin ve agsagida anlatildigi gibi karistirin.

3. Tupleri doldurduktan hemen sonra, heparinin ¢éziinmesi igin tupu
birka¢ kez nazikge bas asagi ¢evirin.
Onemli: Asiri siddetli calkalama jel bozunumuna ve anormal sonuglarin
alinmasina neden olabilir.

4. Kullanimdan hemen once, QFM LyoSpheres'i oda sicakligina
(22 = 5°C) gelecek sekilde dengeleyin.

5. Aseptik olarak, 1 ml kana bir QFM LyoSphere ekleyin.
Kan alma tupunun kapagini agin.

QFM LyoSphere'in flakonun dibinde oldugundan emin olmak igin, QFM
LyoSphere'i sert bir ylzeye nazikge vurun. Once metal kivrimli kapakgigi,
ardindan kauguk tipayi ¢ikararak, QFM LyoSphere flakonunun kapagini
acgin.

Cam flakonun agzint QFM Kan Alma Tupunun agzi ile hizalayarak, QFM
LyoSphere'i 1 ml'lik kan 6rnedi icine dikkatli bicimde damlatin, ardindan
flakonu nazikce bas asagi ¢evirerek QFM LyoSphere'i QFM Kan Alma
Tupune aktarin (bkz. Sekil 1).

Onemli: Eger QFM LyoSphere QFM Kan Alma Tlpiinin digina diserse
onu atin ve baska bir QFM LyoSphere flakonu agin.

Onemli: QFM LyoSphere flakonunu uzun siireler boyunca agik olarak
birakmayin. QFM LyoSphere, flakonun kapagi agilir agilmaz kana
eklenmelidir.

Eder QFM LyoSpheres QFM Kan Alma TUpu i¢ine alinmig olan kana
ekleniyorsa tup kapaklarinin dogru 6rneklere donduruldaginden emin
olun.
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Sekil 1. QFM LyoSphere'i Ekleme. ﬂ QFM Kan Alma Tupu ve QFM LyoSphere flakonu.
E QFM Kan Alma Tupu'ntn kapagini ¢ikarin ve QFM LyoSphere flakonun metal kivrimini
ve kauguk tipasini gikarin. |8 Cam flakonun agzini kan alma tipunun agzi ile hizalayarak,
QFM LyoSphere'i kana hemen ekleyin§ Ardindan, flakonu nazikge bas asagi ¢evirerek

LyoSphere'i kan alma tipune aktarin. [ QFM Kan Alma TupU'nan kapagini yeniden takin
ve 5-10 kez sallayin.

6. QFM Kan Alma Tiipii'niin kapagini takin ve onu 5-10 defa, QFM
LyoSphere'in tam olarak ¢oziindiiginden emin olmaya yetecek
kadar sertce sallayin.

QFM LyoSphere i¢ tip yuzeyine yapisirsa tup bas asagi ¢evrilirken
kandaki LyoSphere'i kaplayarak ¢ézindurulebilir.

Ayni tupe ikinci bir LyoSphere'in kazara eklenmesini engellemek igin QFM
LyoSphere eklendigi zaman tupun kapaginin kapandigindan emin olun.

Not: QFM LyoSphere beyaz oldugu i¢in, ¢éziundugdu zaman artik kanda
gOzle gorulur olmayacaktir.

Onemli: Asiri siddetli calkalama jel bozunumuna ve anormal sonuglarin
alinmasina neden olabilir.

7. QFM LyoSphere eklendikten ve ¢oziinduruldiikten sonra, QFM Kan
Alma Tupleri miimkiin oldugunca hizl bir sekilde ve kan almayi takip
eden 8 saat igcinde 37 * 1°C'lik inklibatore transfer edilmelidir.

14 QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA Prospektisti 03/2018



Kullanim Talimatlari

1. Asama — kanin inkiibasyonu ve plazmanin toplanmasi

Saglanan malzemeler
B QFM Kan Alma Tupleri (bkz. “Bilesenler ve Saklama”, sayfa 6)

Gerekli olan (ancak saglanmayan) malzemeler
M Bkz. “Gerekli olan ancak saglanmayan malzemeler”, sayfa 8

Prosediir

1. 1 ml kan alikuotlar igeren QFM Kan Alma Tiiplerini, QFM LyoSphere

16 ila 24 saat siireyle 37 * 1°C'de DIK olacak sekilde inkiibe edin.
Not: inkiibatériin CO; igermesi veya nemli olmasi gerekli degildir.

inkijbasyondan sonra, QFM Kan Alma Tupleri santrifjlenmeden dnce,
4 ila 27°C arasinda 3 gune kadar saklanabilir.

2. inkiibasyondan sonra, plazmanin alinmasi, QFM Kan Alma Tiiplerini

n

2000 ila 3000 x g'de (RCF) 15 dakika santrifiijlenmesi ile kolaylastirilir.

Jel tipasi, hucreleri plazmadan ayirir. Eger bu meydana gelmezse
tiipleri yeniden santrifujleyin.

Santrifuj yapilmadan da plazmayi almak mimkundur, ancak hicreleri
bozmadan plazmayi ayirmak icin ekstra dikkat edilmesi gereklidir.

3. Plazma ornekleri yalnizca pipet ile toplanmalidir.

Onemli: Santrifiij yaptiktan sonra, plazmayi toplamadan énce asag|

ve yukari dogru pipetleme yapmaktan veya herhangi bir yolla plazmayi
karistirmaktan kacinin. islemin her asamasinda, jel (izerindeki materyali
bozmamaya dikkat edin.

Plazma drnekleri dogrudan santriflij edilmis kan toplama tuplerinden QFM

Kan Alma Tuplerine yuklenebilir. Bu durum, otomatik ELISA platformlari
kullanildiginda da gecgerlidir.

Plazma ornekleri 2 ila 8°C'de 28 gline kadar saklanabilir veya
toplanmiglarsa -20°C'nin altinda uzun sure saklanabilir. Alinan plazma
orneklerinin alikuotlari saklama 6ncesinde muhurlenmelidir.

Eger plazma orneklerini aliyorsaniz, gerekirse tekrar test yapiimasina
imkan vermek Uzere en az 150 yl plazma alin.

Plazma orneklerindeki IFN-y miktari, bireylerin bagisiklik baskilanma orani

orta duzeyde oldugunda bile, cogu ELISA okuyucusunun Ust sinirlarinin
Uzerinde olabilir. Plazma érneklerinin Yesil Seyreltici iginde, 1:10 ve/veya
1:100 oranlarinda seyreltiimesi ve seyreltiimemis plazma ile ELISA'da
birlikte test edilmesi tavsiye edilir (bkz. “2. Asama — IFN-y ELISA”).
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2. Asama - IFN-y ELISA

Saglanan malzemeler

M QuantiFERON Monitor 2 Plakall ELISA Kiti (bkz. “Bilesenler ve Saklama”,
sayfa 6)

Gerekli olan (ancak saglanmayan) malzemeler
M Bkz. “Gerekli olan ancak saglanmayan malzemeler”, sayfa 8

Hazirlama

Plazmadaki IFN-y miktari, bireylerin bagigiklik baskilanma orani orta duzeyde
oldugunda bile, cogu ELISA okuyucusunun Ust sinirlarinin Gzerinde olabilir.
Plazma érneklerinin Yesil Seyreltici icinde, 1:10 ve/veya 1:100 oranlarinda
seyreltiimesi ve seyreltimemis plazma ile ELISA'da birlikte test edilmesi
tavsiye edilir.

Hastanin bagisikhiginin yogun olarak baskilanmis olabilecegi durumlarda,
yalnizca seyreltiimemis bir plazma orneginin hazirlanmasi ve test edilmesi
niceliksel sonucun elde edilmesi igin yeterli olabilir.

Not: QFM ELISA (6rn. en fazla 10 1U/ml) araligi dahilinde olan 6rnek sonug-
lari, Sonuglarin Yorumlanmasinda kullaniimalidir. Eger seyreltimemis plazma
QFM ELISA araliginin yukarisinda ise QFM ELISA aralidi dahilinde bir sonug¢
olusturan en dusuk seyreltme orani, bildirilen sonug olarak kullaniimalidir
(seyreltme faktord hesaba katilarak).

Prosediir

1. Tum plazma numuneleri ve reaktifler, Konjugat 100x Konsantre harig,
kullanilmadan once oda sicakligina (22 * 5°C) getirilmelidir. Denge-
leme icin en az 60 dakika bekletilmelidir.

2. Mikro-plaka govdesindeki, kullaniimayacak seritleri ¢gikarin, folyo
ambalajda yeniden muhirleyin ve gerekinceye dek saklamak i¢gin
buzdolabina geri koyun.

QFM standartlari igin en az bir serit ve test edilen hasta sayisi i¢in gereken
saylda serit birakin. Kullanimdan sonra, kalan seritlerin kullanimi igin plak
cercevesini ve kapagi saklayin.

3. Liyofilize Standart IFN-y Standardini flakonun etiketinde belirtilen
hacimdeki iyonu giderilmis veya damitiimig su ile hazirlayin.
Kopurmesini azaltmak ve tamamen ¢oziinduginden emin olmak
icin, hafif¢ce karigtirin. Belirtilen hacimde Standardin ¢ozilmesi ile
8,0 IU/ml konsantrasyonunda soliisyon elde edilir.

Onemli: IFN-y Standardinin hazirlanma hacmi gruplar arasinda farklilik
gosterir. Dogru hacimde iyonu giderilmis ya da damitiimig su
kullandiginizdan emin olmak i¢in standart flakonun etiketine bakin.
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Yesil Seyreltici (GD) icindeki IFN-y 4'lU seyreltme serisinden 1'ini
hazirladiktan sonra, 2'li seyreltme serisinden 1 adet hazirlamak icin
¢6zulmas kit standardini kullanin (bkz. Sekil 2). S1 (Standart 1) 4,0 1U/ml
icerir, S2 (Standart 2) 1,0 IU/ml icerir, S3 (Standart 3) 0,25 IU/ml icerir ve
S4 (Standart 4) 0 IU/ml igerir (tek basina GD). Standartlar cift olarak test
edilmelidir. Her ELISA seansi icin kit standardinin dilisyonlarini taze
olarak hazirlayin.

Cift standartlar igin dnerilen prosedir
4 thpu “S17, “S27, “S3”, “S4” olarak etiketleyin.

S1, S2, S3, S4'e 150 uyl GD ekleyin.

o o

S1'e 150 pl kit standardi ekleyin ve iyice karistirin.

o o

S1'den 50 ul alip S2'ye koyun ve iyice karistirin.
e. S2'den 50 pl alip S3'e koyun ve iyice karistirin.
f.  Yesil Seyreltici (GD) tek basina sifir standardi olarak iglev gorar (S4).

<
fo—-"1 R
150 pl 50 pl 50 pl
—_— — —_—
Yeniden Standart 1 Standart 2 Standart 3 Standart 4
Hazirlanan 4,0 1U/ml 1,0 1U/ml 0,25 IU/ml 0 IU/ml
Kit Standardi (Yesil Seyreltici)

Sekil 2. Standart egrinin hazirlanisi.

4. Liyofilize Konjugat 100x Konsantre'yi 0,3 ml deiyonize veya distile
su ile ¢oziin. Koplirmesini azaltmak ve konjugatin tamamen
¢ozundiugiunden emin olmak i¢in, hafifge karigtirin.

Kullanima hazir konjugat, gereken miktarda ¢dztulmus Konjugat 100x
Konsantre'nin Yesil Seyreltici ile seyreltimesiyle hazirlanir (Tablo 1.
Konjugat Hazirlama). Kullanimdan hemen sonra, kalan agiimamis
Konjugat 100x Konsantre'yi 2 ila 8°C'de muhafaza etmek Uzere kaldirin.
Sadece Yesgil Seyreltici kullanin.
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Tablo 1. Konjugat hazirlama

Serit sayisi Konjugat Yesil Seyreltici Hacmi
100x Konsantre Hacmi
2 10 pl 1,0 ml
3 15 ul 1,5 ml
4 20 pl 2,0 ml
5 25 ul 2,5 mil
6 30 pl 3,0 ml
7 35 ul 3,5 ml
8 40 pl 4,0 ml
9 45 pl 4,5 ml
10 50 pl 5,0 ml
11 55 ul 5,5 ml
12 60 ul 6,0 ml

5. Kan alma tiiplerinden toplanan ve sonrasinda saklanan veya
dondurulan plazma orneklerini ELISA kuyusuna eklemeden
once karistirin.

Onemli: Plazma drnekleri santrifiij edilmis QFM tuplerinden dogrudan
eklenecekse plazmanin karistiriimasindan kaginiimalidir. Islemin her
asamasinda, jel Uzerindeki materyali bozmamaya dikkat edin.

6. Tavsiyeler: Plazma orneklerini 1:10 oraninda seyreltin.

Hastanin bilgileri ve “1:10” ile etiketlenmis bir tipe 90 ul Yesil
Seyreltici (GD) ekleyin.

Ardindan, karma plazma 6érneklerinden 10 pl ekleyin (karma plazma
ornekleriyle dogrudan santrifujli QFM tuplerinden eklenenlerin
karsilastirilmasina dair bilgiler igin bkz. adim 5).

Kopuklenmeyi en aza indirerek, pipet ile iyice karigtirin.

7. Tavsiyeler: 1:100'lik plazma orneklerini seyreltin.
1:10'lik seyrelti hazirlayin (bkz. yukaridaki adim 6).

Hastanin bilgileri ve “1:100” ile etiketlenmis bir tipe 90 ul Yesil
Seyreltici ekleyin.

1:10'lik seyreltiden 10 pl ekleyin.
Kopuklenmeyi en aza indirerek, pipet ile iyice karigtirin.

18 QuantiFERON Monitor (QFM) ELISA Prospektisti 03/2018



Tavsiyeler: Asagidaki ornekleri paralel olarak ve bu sira ile test edin:
Seyreltiimemis, 1:10, 1:100

Asagidaki hasta 6rnegi secenekleri de QFM Analiz Yazilimi tarafindan
desteklenir:

Seyreltiimemis

1:10

1:100

1:10, 1:100
Seyreltiimemisg, 1:10

8. Cok kanall pipet kullanarak, gerekli ELISA kuyularina 50 pl taze
hazirlanmig kullanima hazir konjugat ekleyin.

9. Cok kanall pipet kullanarak, uygun kanallara test plazma 6rneginden
50 pl ekleyin. Ardindan, 1 ila 4 arasi standartlarin her birine 50 pl
ekleyin. Standartlan giftler halinde test edin.

10. Her plakayi kapak ile kapatin ve mikroplaka galkalayici kullanarak,
konjugat ve plazma ornekleri/standartlarini 1 dakika boyunca iyice
karistirin. Sigramayi onleyin.

11. Oda sicakliginda (22 * 5°C) 120 £ 5 dakika siireyle inkube edin.

Plakalar inkiibasyon sirasinda dogrudan gunes isigina maruz
kalmamalidir.

12. inkiibasyon sirasinda, 1 birim Yikama Tamponu 20x Konsantreyi
19 birim deiyonize veya distile su ile seyreltin ve iyice karistirin.
Mevcut Yikama Tamponu 20x Konsantre, 2 litre kullanima hazir
yikama sollisyonu hazirlamak igin yeterlidir.

Kuyulari 400 pl kullanima hazir yikama tamponu ile, mikro-plaka yikayici
icinde en az 6 ¢evrimde yikayin. Otomatik bir plaka yikayici kullaniimasi
tavsiye edilir.

Testin performansi igin duzgun bir yikama yapilmasi ¢cok onemlidir. Her
kuyunun, her yikama gevriminde, yikama tamponu ile tamamen dolu
oldugundan emin olun. Tavsiyeler: En iyi sonuglari almak igin, kuyulari
her ¢evrim arasinda en az 5 saniye sureyle siviya batirin.

Disa akis haznesine standart laboratuvar dezenfektani ekleyin ve bulagsici
olmasi olasi olan materyalin dekontaminasyonu icin belirlenmis
prosedurleri igerin.

13. Plakalarin lizerinde kalan yikama soliisyonunu gidermek igin
plakalari emici, az tiftikli bir havlu lizerinde ters gevirin ve arkasina
vurun. Her kuyuya 100 pl Enzim Substrat Sollisyonundan ekleyin,
her plakayi kapak ile kapatin ve bir mikroplaka ¢alkalayici kullanarak
iyice karigtirin.
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14. Oda sicakliginda (22 * 5°C) 30 dakika sureyle inkiibe edin.

Plakalar inkiibasyon sirasinda dogrudan gunes i1sigina maruz
kalmamalidir.

15. inkiibasyondan sonra, her kuyuya Enzim Durdurma Soliisyonundan
50 pl ekleyin ve bir mikro-plaka ¢alkalayici kullanarak iyice karistirin.

Enzim Durdurma SolUsyonu, 13. adimdaki Enzim Substrat Solisyonundaki
ile ayni sira ile ve yaklasik ayni hizda kuyulara eklenmelidir.

16. 450 nm'lik bir filtresi ve 620 ila 650 nm'lik referans filtresi bulunan bir
mikro-plaka okuyucu kullanarak, reaksiyonu durdurduktan sonraki
5 dakika iginde Optik Yogunlugu (OD) ol¢lin. OD degerleri sonuglarin
hesaplanmasinda kullanilr.
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Hesaplamalar ve Testin Yorumlanmasi

QuantiFERON Monitor Analiz Yazilimi, ham verilerin analizi ve sonugclarin
hesaplanmasinda kullanilir. www.QuantiFERON.com adresinden edinilebilir.
Latfen QuantiFERON Monitor Analiz Yaziliminin en gincel sGrimandn
kullanildigindan emin olun.

Yazilim, Sonuglarin Yorumlanmasi bolumuinde detayh sekilde anlatildigi gibi,
testin kalite kontrol degerlendirmesini gergeklestirir, bir standart egri olusturur
ve her Kisi icin bir test sonucu sunar.

Seyreltiimemis plazma QFM ELISA'nin Ust araliginin (6rn. > 10 IU/ml)
yukarisinda ise, QuantiFERON Monitor Analiz Yazilimi, seyreltme faktértna
hesaba katarak, QFM ELISA'nin aralidi igindeki bir sonucu olusturan en dusik
seyreltme oranini bildirir.

QuantiFERON Monitor Analiz Yazilimini kullanmak yerine, sonuglar asagidaki
metoda gore hesaplanabilir.

Standart egrinin ¢gizilmesi

(QuantiFERON Monitor Analiz Yazilimi kullaniimazsa)

Her plakadaki kit standardi tekrarlamalarindan ortalama OD degerlerini
hesaplayin.

Ortalama OD log)'una (y-ekseni) karsi standartlarin lU/ml cinsinden IFN-y
konsantrasyonu loge)'u (x-ekseni) gizerek bir log)-loge) standart egrisi
olusturun; sifir standardini bu hesaplamalara katmayin. Standart egrinin
en iyi ¢izimini regresyon analizi ile hesaplayin.

Her bir 6rnegin OD degerini kullanarak, her bir test plazma 6rneginin IFN-y
konsantrasyonunu (IU/ml) belirlemek i¢in standart egriyi kullanin.

Bu hesaplamalar, mikroplaka okuyucularla gelen yazilim paketleri ve standart
calisma sayfasi veya istatistik yazilimlari (Microsoft® Excel® gibi) kullanilarak
da yapilabilir. Bu paketlerin, regresyon analizinin, standartlarin degisim
katsayisinin (%CV) ve standart egrinin dogruluk katsayisinin (r)
hesaplanmasinda kullaniimasi tavsiye edilir.

Eger seyreltimemis plazma QFM ELISA'nin arahdinin yukarisinda ise,
bildirilen sonug, QFM ELISA arahgi i¢cindeki bir sonucu olusturan en duguk
seyreltme oranindan alinmalidir (seyreltme faktoru hesaba katilarak).
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Testin kalite kontrolu

Test sonucunun kesinligi, dogru bir standart egrinin olusturulmasina baglidir.
Bu yUzden, test ornegi sonuglari yorumlanmadan once standartlardan edinilen
sonuglar gézden gegirilmelidir.

ELISA'nin gegerli olmasi igin:
B Standart 1'in ortalama OD degeri = 0,600 olmalidir.

B Standart 1 ve Standart 2'nin tekrarlarinin OD degerleri arasindaki %CV
< %15 olmalidir.

B Standart 3 ve Standart 4'Un tekrarlamalarinin OD degerleri ile ortalamalari
arasinda 0,040 optik dansite degerinden fazla fark olmamaldir.

B Standartlarin ortalama absorbans degerlerinden hesaplanan korelasyon
katsayisi (r) 2 0,98 olmalidir.

QuantiFERON Monitor Analiz Yazilimi bu kalite kontrol parametrelerini
hesaplar ve rapor eder.

Yukaridaki kriterler karsilanmiyorsa, ¢alisma gegersiz kabul edilmeli ve
tekrarlanmalidir.

Sifir Standardinin (Yesil Seyreltici) ortalama OD degeri < 0,150 olmalidir. Eger
ortalama OD degeri > 0,150 ise plaka yikama proseduru gézden gegirilmelidir.

Sonuglarin yorumlanmasi

QFM sonuglari, dogustan gelen ve uyuma dayal bagisiklik uyaricilarina
verilen IFN-y yanitina gore yorumlanir. QFM testi bagisiklik iglevine dair hem
niceliksel, hem de niteliksel 6lgum saglar. QFM sonuglari bagisiklik baskilama
dizeyini dogrudan niceliklendirmeyebilir.

Onemli: Bir hastanin bagdisiklik durumu belirlenirken, élctlen IFN-y diizeyi,
klinik gorunum, tibbi oyku ve diger tanisal degerlendirmeler ile birlesik olarak
kullaniimalidir (Tablo 2). QFM testinin esigi, hastanin bagisiklik baskilanma
duzeyine ve bireydeki nakil ayarlarina gore degiskenlik sergileyebilir.
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Tablo 2. Sonuglarin yorumlanmasi

QFM sonucu IFN-y  Siniflandirma Yorum

(1U/ml)

<15 Dusuk Hastanin dogustan gelen ve uyuma
dayali bagisiklik uyaricilarina
verdigi IFN-y yaniti daguktar

15-1.000 Orta Hastanin dogustan gelen ve uyuma
dayali bagisiklik uyaricilarina
verdigi IFN-y yaniti orta derecedir

> 1.000 Yuksek Hastanin dogustan gelen ve uyuma

dayali bagisiklik uyaricilarina
verdigi IFN-y yaniti yuksektir

Eder seyreltimemis plazma 6rneginin IFN-y dizeyi 0,1 IU/ml'in altinda ise:

B QFM LyoSphere'in kan 6rnegine eklenmig ve tipun bu ambalaj
prospektusunde belirtilen sekilde inkube edildiginden emin olun.

B IFN-y sonucunun hastanin mevcut klinik durumu ile ortustigunden
emin olun.

Eger kan orneklerinin alinmasi veya kullaniimasinda teknik sorunlardan
supheleniliyorsa, QFM testinin tamami yeni kan érnedi ile tekrarlanmalidir.
Eger baslangigta yapilan testte, bu ambalaj prospektustnde tarif edilen
prosedurden sapma oldugundan suphelenilirse, stimule edilen plazma
ornekleri Uzerindeki ELISA testini tekrar edin (Ayrintili bilgi icin bkz. Testin
Kalite KontrolU bolima).

Egder sonuglar hastanin mevcut klinik durumu ile értusur nitelikte degilse
hekimin testi tekrar etmesi yararli olabilir.

Sinirlamalar

QFM test sonuglari, her bireyin kendi klinik dykusu, mevcut tibbi durumu
ve diger tanisal degerlendirmelerinin bir birlesimi ile birlikte kullaniimalidir.
Laboratuvarlar kendi test araliklarini belirlemeyi tercih edebilirler.

Laboratuvarlar ayni zamanda hasta numuneleriyle paralel olarak, saglikli
bir denekten alinan harici kontrol numunesini de teste tabi tutmayi tercih
edebilirler.

Asagidakilere bagh olarak guvenilir olunmayan veya yanlis sonuglar elde
edilebilir:

B Yanls kan antikoagulani — yalnizca lityum heparin kullanin, ginku diger
antikoagulanlar testte sekteye yol agabilir.
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Bu prospektuste anlatilan prosedurden farkli igslemler.

Asiri yuksek seviyelerde IFN-y dolagimi veya heterofil antikorlarin varhgi.

B Kan numunesi alma ile 37°C'deki inklibasyon arasi surenin 8 saatten fazla
olmasi.

B QFM tuplerinin 0,9 ila 1,1 ml araligi disinda, geredinden az ya da fazla
doldurulmasi.

Performans Ozellikleri

Klinik caligmalar

Gorunuste saglikli olan bireylerin (n = 114) organ nakli alicilari (n = 30) ile,
verdikleri yanitlar acgisindan kargilastiriidigi iki klinik galisma yuratalmustur.
Organ nakli alicilari iginden 18'i erken nakil sonrasi kohortta (Erken Nakil
Sonrasi, nakilden sonra 3 ay iginde), 12'si de ge¢ nakil sonrasi ya da stabil
kohortta (Geg¢ Nakil Sonrasi, Nakilden > 12 ay sonra) bulunmakta idi.

B Erken Nakil Sonrasi kohorttaki her bir bireyden en fazla 5 zaman
noktasinda ornekler alindi (Nakilden 3 ay sonrasi kohortu, n = 64 6rnek).

B Geg Nakil Sonrasi kohorttaki her bir bireyden en fazla 1 zaman
noktasinda ornekler alindi (Geg nakil sonrasi kohort, n = 12 6rnek)

M Gorunurde saglikli olan kohorttaki her bir bireyden en fazla 1 zaman
noktasinda drnekler alindi (Geg¢ nakil sonrasi kohort, n = 114)

QFM'ye verilen yanitlar, Erken Nakil Sonrasi érnekler ile Ge¢ Nakil Sonrasi
ornekler arasinda dusuk ila orta derece arasinda idi. Yanitlarin %25'inin disuk
aralikta, %66,7'sinin de orta derece aralikta oldugu Gec¢ Nakil Sonrasi
kohorttaki yanitlarla karsilastiniidiginda, Erken Nakil Sonrasi kohorttaki
yanitlarin daha yuksek bir ylzdesi (%93,8) dusuk aralikta, daha dusuk bir
yuzdesi de (%6,3) orta dereceli aralikta oldu (Tablo 3). Erken Nakil Sonrasi
kohorttaki yanitlarin higbiri ylksek yanit araliginda degilken, Geg¢ Nakit Sonrasi
orneklerde sadece 1 (%8,3) yanit yiksek yanit araliyinda idi. Gérinuge gore
saglkl olan kohorttaki QFM raporlari temel olarak orta dereceli aralikta
(%83,3) ve yuksek yanit araliginda (%15,8) idi (Tablo 3).
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Tablo 3. Gorunuse gore saglikli olan hastalarin nakil alicilar ile
karsgilagtirmali QFM yanit araligi

IFN-y Sonuglar Nakil Nakil Gorunurde Toplam
(1U/ml) kategorisi Sonrasi-  Sonrasi- Saglikh %* sonuglar
Erken %*  Gec¢ %* %95 GA
%95 GA %95 GA n
n n
<15 Dusuk %93,8 %25,0 %0,9 64
85,0-97,5 8,9-53,2 0,2-4.,8
n =60 n=3 n=1
15-1.000 Orta %6,3 %66,7 %83,3 107
25-150 39,1-86,2 75,4-89,1
n=4 n=8 n =95
>1.000 YUksek %0,0 %8,3 %15,8 19
0-5,7 1,5-354 10,2-23,6
n=0 n=-1 n=18
Toplam 64 12 114 190
ornekler

* Yuzdelik oranlar, her bir donér kohortundaki, s6z konusu yanit araligi i¢cine disen
orneklerin oranini belirtir.
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Beklenen Degerler

Erken nakil sonrasi (nakilden sonra 3 aya kadar) kohorttaki hastalarda QFM'e
verilen IFN-y yanitlarinin dagihmi, QFM ELISA'nin kullanildigi 18 nakil
alicisindan alinan 64 érnede dayali olarak belirlenmistir (Sekil 3).

Ornek sayisi

40 - 35

Ik

20 — 15

10 - 7
3 3 |

O | | | I | |
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N (396/ > T ’
IFN-y (IU/ml)

Sekil 3. Erken nakil sonrasi hastalarda QFM IFN-y yanitlarinin dagilimi (n = 64;
medyan = 1,5 IlU/ml).

Gec nakil sonrasi (nakilden > 12 ay sonra) kohorttaki hastalarda QFM'e verilen
IFN-y yanitlarinin dagihmi, QFM ELISA'nin kullanildigi 12 6rnege dayali olarak
belirlenmigtir (Sekil 4).
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Ornek sayisi
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Sekil 4. Geg nakil sonrasi hastalarda QFM IFN-y yanitlarinin dagihmi (n = 12;
medyan = 98,8 IU/ml).

Gorunuse gore saglikh olan deneklerde QuantiFERON Monitor'a verilen IFN-y
yanitlarinin dagihmi, QFM ELISA'nin kullanildid1 114 ornege dayali olarak
belirlenmigtir (Sekil 5).

Ornek sayisi
40 - A
30
21
20 A
]O . 8 6 4
1 I—l
O | | | | | | |
0\6 /\QQ QQ \QQQ \809 000 QQQ
Q’ / / oV v
N O O O O 7
® O 9
IFN-y (IU/ml)

Sekil 5. Goruniirde saghkl deneklerde QFM IFN-y yanitlarinin dagilimi (n = 114;
medyan = 400,5 1U/ml).
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Solid organ nakli hastalarinda QFM yanitlar

QFM, solid organ nakli hastalari Gzerinde yurutulen, gézleme dayall, kesitsel
bir calisma ile degerlendirilmistir (4). Calismaya asagidakiler dahil edilmistir:
Yas ve cinsiyet agisindan eslestiriimig 30 kontrolden olugan alt grubun oldugu
212 saglikh denek, 30 nakil oncesi hasta, 18 nakil sonrasi hasta (66 ornek;
nakil sonrasi medyan sure = 21 gun) ve 11 ge¢ nakil sonrasi hasta (nakilden
sonraki medyan sure = 2290 gun). Ortalama IFN-y Gretimi, saglikli kontrollerde
555,2 IU/ml, yas ve cinsiyet agisindan eglestiriimis kontrollerde de 614,6 [U/ml
olmustur. Ortalama IFN-y Uretiminin, yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis
kontrollerle karsilastirildiginda, hem nakil dncesi (IFN-y = 89,3 IU/ml), hem

de erken nakil sonrasi (IFN-y = 3,76 IU/ml) hastalarda anlaml bi¢imde daha
dusuk oldugu gosterilmistir (p < 0,001). Geg nakil sonrasi hastalarda bagisiklik
islevinin eski haline getirildigi (ortalama IFN-y = 256,1 |IU/ml) gézlemlenmistir
ve erken nakil sonrasi hastalara kiyasla anlamli bicimde daha yuksek oldugu
gOsterilmistir (p < 0,05). Bu galisma QFM'nin, bagisikligi baskilanmig solid
organ nakli populasyonunda hicre dolayimli bagisiklik yanitini dederlendir-
mede kullanilabilecegini gostermektedir.

Test performans ozellikleri

QFM ELISA'nin, ELISA plakasina IFN-y konsantrelerinin bilinen 11 plazma
havuzunun 5 replikasi rasgele yerlestirilerek dogrusal oldugu gosterilmigtir.

Dogrusal regresyon hatti 1,002 + 0,011'lik egime sahip olup, korelasyon
katsayisi 0,99'dur (Sekil 6).

QFM ELISA tespit siniri 0,065 IU/ml'dir ve 10.000 IU/ml'ye kadar IFN-y
konsantrasyonlarinda yuksek doz kanca (prozon) etkisi kaniti gdstermemistir.

11= $
10+ .

Belirlenen IFN-y (IU/ml) seviyesi

T " T ¥ 1
01 2 3 456738 911

Beklenen IFN-y (IlU/ml) seviyesi

Sekil 6. QFM ELISA'nin dogrusallik profili, bilinen IFN-y konsantrelerinin 11 plazma
orneginden 5'inin replikasi test edilerek kanitlanmistir.
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QFM testinin tekrar edilebilirligi (1. Asama), 20 saglkl denekten alinan kan
ornekleri kullanilarak belirlenmistir. Ug farkli operatér, QFM LyoSphere lotu ve
ekipman dizisi degerlendirilmistir. QFM LyoSpheres'in ¢ lotunun tamaminda
ve test edilen U¢ kosulun tamaminda, QFM ELISA kullanilarak belirlenen IFN-y
yanit duzeyleri degiskenligi ortalama katsayisi %22,22'dir (%95 Guven Araligi:
17,20-27,25) olarak tespit edilmistir.

QFM testinin tekrar edilebilirligi (1. Asama), 14 denegdin tamaminda ayni donér
ile yapilan 5-6 tekrarli QFM LyoSphere kan stimulasyonunun degiskenliginin
Olctlmesi ile degerlendirilmigtir. Test edilen 14 denegin tamaminda ortalama
degiskenlik katsayisi %14,7 (%95 Guven Araligi: 10,2-19,2) olarak tespit
edilmistir. Ayri ayri deneklerin %CV degeri %30'un altinda olmustur.

QFM ELISA'nin tekrar edilebilirligi (2. Asama), degisken IFN-y
konsantrasyonlarinda 20 plazma 6rneginin 3'erli es gruplar halinde, 3 farkl
laboratuvarda, ardisik olmayan 3 guinde ve 3 farkli operator tarafindan test
edilmesiyle hesaplanmistir. Boylece her ornek 9 ayri test cevriminde, 27 kez
test edilmistir. Orneklerden nil kontrol olan birisinin hesaplanan IFN-y
konsantrasyon degeri 0,08 IU/ml (%95 Guven Arahgi: 0,07-0,09) olarak tespit
edilmistir. Kalan 19 plazma 6rneginden, konsantrasyon degeri araligi 0,33
(%95 Guven Araligi: 0,31-0,34) ila 7,7 IU/ml (%95 Guven Arahgi: 7,48—7,92)
olarak tespit edilmistir.

Calisma icinde veya intra-test hata payi, ¢calistirilan (n = 9) her plakadan IFN-y
iceren her bir test plazmasi icin %CV'lerin ortalamasi alinarak tahmin edilmistir
ve elde edilen hata payi dederi %4,1 ila 9,1 CV arasinda ¢ikmistir. Ortalama
deger %CV (£ %95 Cl) %6,6 + 0,6 olarak tespit edilmistir. Ortalama sifir IFN-y
plazma degeri %14,1 CV olarak tespit edilmigtir.

Toplam veya testler arasindaki hata payi, her bir plazma 6rnegi icin hesap-
lanan 27 IFN-y konsantrasyonu kiyaslanarak tespit edilmigtir. Elde edilen inter-
test hata payi degeri %6,6 ila 12,3 CV arasindadir. Genel ortalama %CV

(x %95 Guven Araligi) %8,7 + 0,7 olarak tespit edilmistir. Sifir IFN-y plazma
degeri %26,1 CV'yi gdstermistir. Bu dizeyde bir degiskenlik beklenmisgtir,
¢unku hesaplanan IFN-y konsantrasyonu dusuktur ve dusuk bir konsantre
tahminindeki degiskenlik, daha yuksek konsantrasyona kiyasla daha fazla olur.

Teknik Bilgiler

Pihtilagmig plazma ornekleri

Plazma 6rneklerinin uzun sureli saklanmasiyla fibrin pihtilari meydana gelirse,
pihtilagsmis materyali ¢cokturmek ve plazmanin pipetlenmesini kolaylagtirmak
icin ornekleri santriflj edin.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya gikabilecek sorunlarin ¢ozimunde yardimci
olabilir. Daha fazla bilgi igin, asagidaki adreste verilen Teknik Bilgilere
basvurabilirsiniz: www.QuantiFERON.com. lletisim bilgileri i¢in bkz. arka
kapak.

ELISA sorun giderme

Spesifik olmayan renk olugsumu

Olasi neden C6zim
a) Yetersiz plaka Plakayi en az 6 kez 400 pl/kuyu yilkama
yikamasi solusyonu ile yikayin. Kullanilan yikayiciya bagh

olarak 6 yilkamadan fazlasi gerekli olabilir. Her
yikama adimi arasinda en az 5 saniye bekleme
periyodu olmalidir.

b) ELISA kuyularinin Riski en aza indirmek icin pipetlerken ve
capraz kontami- karistirirken dikkatli olun.
nasyonu
c) Kitin/bilesenlerin son Kullanilan kitin son kullanma tarihinin
kullanma tarihinin gecmediginden emin olun. Cozulen standardin
gegcmesi ve Konjugat 100x Konsantrenin ¢ozuldugu
tarinten sonraki 3 ay icin kullanildigindan emin
olun.
d) Enzim Substrat Mavi renklenme mevcutsa substrati
Solisyonunun kullanmayin. Temiz reaktif kaplari
kontamine olmasi kullanildigindan emin olun.
e) Toplama dncesinde Santriflj yaptiktan sonra, plazmayi toplamadan
QFM tuplerinde once asag! ve yukari dogru pipetleme
plazma karigimi yapmaktan veya herhangi bir yolla plazmayi

karistirmaktan kacinin. islemin her asamasinda,
jel Uzerindeki materyali bozmamaya dikkat edin.

Standartlarin Dusuk Optik Dansite Okumalari

Olasi neden C6zim

a) Standartlarin dilusyon  Kit Standardinin bu prospektiste anlatildigi
hatasi sekilde hazirlandigindan emin olun.

b) Pipetleme hatasi Pipetlerin Ureticilerinin belirttigi gibi kalibre

edildiginden ve kullanildigindan emin olun.

c) Inktbasyon sicakli- ELISA'nin inkiibasyonu oda sicakhdinda (17 ila
ginin ¢cok dusuk olmasi  27°C'de) yapilmahdir.
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ELISA sorun giderme

d) inkiibasyon siiresinin
cok kisa olmasi

e) Hatal plaka okuyucu
filtresi kullaniimasi

f) Reaktiflerin gok soguk

olmasi

g) Kitin/bilesenlerin son
kullanma tarihinin
gecmesi

Yiiksek arkaplan
Olasi neden

a) Yetersiz plaka
yikamasi

b) Inkiibasyon sicakli-
ginin ¢ok yuksek
olmasi

c) Kitin/bilesenlerin son
kullanma tarihinin
gecmesi

d) Enzim Substrat
Solisyonunun
kontamine olmasi

Plakayi konjugat, standartlar ve numuneler ile
120 + 5 dakika sureyle inklibe edin. Enzim
Substrat Sollsyonunu plaka Uzerinde 30 dakika
sureyle inkube edin.

Plaka ana filtre olarak 450 nm'de, referans filtre
olarak da 620 ila 650 nm arasinda okunmalidir.

Konjugat 100x Konsantre harig, tim reaktifler,
teste baslamadan once mutlaka oda sicakligina
getirilmelidir. Bu iglem yaklasik bir saat surer.

Kullanilan kitin son kullanma tarihinin
gecmediginden emin olun. Cozulen standardin
ve Konjugat 100x Konsantrenin ¢ozuldugu
tarinten sonraki 3 ay igin kullanildigindan emin
olun.

Cozum

Plakayi en az 6 kez 400 pl/kuyu yikama
solusyonu ile yikayin. Kullanilan yikayiciya bagli
olarak 6 yikamadan fazlasi gerekli olabilir. Her
yikama adimi arasinda en az 5 saniye bekleme
periyodu olmalidir.

ELISA'nin inklibasyonu oda sicakhdinda (17 ila
27°C) yapilmalidir.

Kullanilan kitin son kullanma tarihinin gegme-
diginden emin olun. Cozulen standardin ve
Konjugat 100x Konsantrenin ¢ézuldugu tarihten
sonraki U¢ ay icin kullanildigindan emin olun.

Mavi renklenme mevcutsa substrati
kullanmayin. Temiz reaktif kaplari
kullanildigindan emin olun.
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ELISA sorun giderme

Dogrusal olmayan standart egri ve ¢ift degiskenlik

Olasi neden Co6zum
a) Yetersiz plaka Plakayi en az 6 kez 400 pl/kuyu yikama
yikamasi solusyonu ile yikayin. Kullanilan yikayiciya bagl

olarak 6 yikamadan fazlasi gerekli olabilir. Her
yikama adimi arasinda en az 5 saniye bekleme
periyodu olmalidir.

b) Standart dillisyon Standart dilisyonlarinin bu prospektlste
hatasi anlatildigi sekilde hazirlandigindan emin olun.

c) Yetersiz karigtirma Reaktifleri ters gevirerek veya plakaya

eklemeden once hafif vorteksleyerek iyice
karistirin.

d) Tutarsiz pipetleme Ornek ve standart ekleme sirekli bir sekilde
teknigi veya test gerceklestiriimelidir. Tum reaktifler teste
kurulumu sirasinda baslanmadan once hazirlanmalidir.
ara verme

Uriin bilgileri ve teknik kilavuzlar, QIAGEN'den, dagiticinizdan veya
www.QuantiFERON.com adresi ziyaret edilerek uicretsiz elde edilebilir.

Referanslar

QFM referanslarinin kapsamli bir listesi Gnowee'de bulunmaktadir —
QuantiFERON referans kutiphanesi www.gnowee.net web sitesinde
mevcuttur.

1. Abbas, A.K,, Lichtman, A.H., and Pillai, S. (2012) Cellular and Molecular Immunology.
7t ed. Philadelphia: Elsevier/Sanders.

2. Fernandez-Ruiz, M., Kumar, D., and Humar, A. (2014) Clinical immune-monitoring
strategies for predicting infection risk in solid organ transplantation. Clin. Transl. Immunol.
3, e12.

3. Sood, S. and Testro, A.G. (2014) Immune monitoring post liver transplant. World J.
Transplant. 4, 30.

4. Sood, S. (2014) A novel biomarker of immune function and initial experience in
a transplant population. Transpl. J. 97, €50.
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Semboller

WZ x 96 2 x 96 ornek hazirlama igin yeterlidir

H Yasal Uretici

C€ CE-IVD isaretli sembol
D

A%

in vitro tani amach kullanim igin

Parti kodu
Katalog numarasi
BH

®

Son kullanma tarihi

2
A

Sicaklik sinirlamasi

Kullanim talimatlarina bakin

Tekrar kullanmayin

Qe
j:it Gulnes I1s1gindan uzak tutun
| EC | REP | Avrupa Birligi yetkili temsilcisi

lletisim Bilgileri
Teknik destek ve daha fazla bilgi igin Iutfen Ucretsiz 00800-22-44-6000
numaral telefonu arayin, www.giagen.com/contact adresindeki Teknik Destek

Merkezi'ne bakin ya da QIAGEN Teknik Servis Bolumlerinden birine bagvurun
(arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Kisaltilmig Test Proseduru

1. Asama — kan inkiibasyonu

1. Hastanin kanini ya QFM Kan Alma Tupune ya da
lityum heparin kan alma tipune alin. Tupleri hasta
bilgileri ve kanin alindigi saat ile etiketleyin; ardindan,
kanin alinmasindan sonra 8 saat icinde ortam \
sicakliginda laboratuvara aktarin.

a. Eger kan lityum heparin i¢ine alinmig ise, 1 ml
kani QFM Kan Alma Tupu i¢ine alikuot olarak
bolun ve tlpu hastanin bilgilerin ve kanin
alindigi saat ile etiketleyin

2. 1 ml kan igceren her bir QFM Kan Alma Tupune
1 LyoSphere ekleyin, LyoSphere'in ¢éztlmesini
saglayin, ardindan tipleri 37°C'de 16—24 saat
boyunca dik olarak inkibe edin (kanin alinmasindan
sonraki 8 saat iginde).

3. Inklibasyondan sonra, plazma ve eritrositlerin PPN
ayrilmasi igin 15 dakika, 2000 ila 3000 x g (RCF'de)
santriflj edin.

4. Santriflij yaptiktan sonra, plazmayi almadan 6nce
asag! ve yukari dogru pipetleme yapmaktan veya
herhangi bir yolla plazmayi karigtirmaktan kaginin.
islemin her asamasinda, jel (izerindeki materyali
bozmamaya dikkat edin.
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2. Asama - IFN-y ELISA

1.

10.

11.

12.

Konjugat 100x Konsantre hari¢, ELISA reaktiflerini
calisma sicakligina getirmek icin, oda sicakliginda
en az 60 dakika bekletin.

. Kit standardini 8,0 IU/ml olacak sekilde distile veya

deiyonize su ile ¢dzun. 4 standart dilisyonunu
hazirlayin.

. Dondurularak kurutulmus Konjugat 100x Konsantre'yi

distile veya deiyonize su ile ¢ozun.

. Calisma konjugatini Yesil Seyreltici ile hazirlayin ve

her kuyuya 50 ul ekleyin.

50 pl test plazma oOrneklerini (uygun olan sekilde
seyreltiimemis, 1:10 ve 1:100 seyreltiler) ve 50 pl
standartlari uygun kuyulara ekleyin. Calkalayici
kullanarak karistirin.

. Oda sicakliginda 120 + 5 dakika inkibe edin.

. Kuyulari en az 6 kez 400 pl/kuyu yikama tamponu

ile yikayin.

. Kuyulara 100 yl Enzim Substrat Solusyonu ekleyin.

Calkalayici kullanarak karistirin.

. Oda sicakliginda 30 dakika inktbe edin.

TUm kuyulara 50 pl Enzim Durdurma Sollisyonu
ekleyin. Calkalayici kullanarak karistirin.

Sonuglari 450 nm ana filtre ve 620 ila 650 nm
referans filtre kullanarak okuyun.

Sonuclari analiz edin.
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Notlar
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Onemli Degisiklikler

QuantiFERON Monitor® (QFM®) ELISA Prospektisiiniin bu baskisindaki énemi degisiklikler agagidaki tabloda

Ozetlenmigtir:

Kisim Sayfa Degisiklikler

Onlemler 11 Yeni GHS bilgileri

Onlemler 12 Kivrimli kapaklara sahip flakonlarla ilgili giivenlik
talimatlari eklenmistir.
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Ticari markalar: QIAGEN®, QFM®, QuantiFERON®, QuantiFERON Monitor® (QIAGEN Grup); LyoSphere™, LyoSpheres™ (BioLyph);
Excel®, Microsoft® (Microsoft); ProClin® (Rohm and Haas Co.).

QuantiFERON Monitor Kit i¢in Sinirh Lisans Anlagmasi

Bu UriinGn kullanimi herhangi bir alicinin veya Grln kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1.

o A 0N

Uriin yalnizca riinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim
icindir. QIAGEN, bu kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin
disinda bu kitin icinde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestiriimesi igin kendi fikri mulkiyet haklarinin herhangi biri altinda
lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller
QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde denenmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN bu protokollerin igtinci taraflarin haklarini ihlal
etmeyecegini garanti etmez.

Acikga belirtilen lisanslar diginda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin t¢lincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim icin lisanshdir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.
QIAGEN aglkga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikga reddeder.

Bu kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde
bulunmayacagini ve baska birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasi
yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagsmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri mulkiyet haklarinin herhangi
birinin uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat Ucreti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Glincellenmis lisans kosullari igin bkz. www.giagen.com.

© 2014 QIAGEN, tim haklar saklidir.
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